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@ Procede de preparation de lignees cellulaires stables pour la production de proteines determinees, a partir d'animaux 
transgeniques ; lignees cellulaires tumorales et proteines obtenues. 

(57) L'invention concerns un procede de preparation dune 
lignee cellulaire stable pour la production d une proteine 
determinee. par Tinduction de tumeurs dans des animaux 
transgeniques et la selection des descendants ayant deve- 
loppe des tumeurs. Dans une variante, cn introduit dans des 
animaux Transgeniques la sequence codan; pour la proteine, cn 
selectionne les descendants ayant integre ia sequence, et on 
fusionne les lymphocytes de la rate de ces animaux avec des 
cellules de myelomes. Dans les deux variantes. les lignees 
cellulaires derivees des tumeurs produisent des proteines 
notamment d'interet therapeutique. 
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La presente invention vise a fournir un nouveau procede permettani la preparation c'une pro:e:ne 
determinee, ce procede utilisant la technique de creation d'animaux transgeniques. 

Plus precisement, ['invention a pour objet un procede de preparation d une iignee celiuiaire stable 
produisant une proteine determinee, caracterise en ce que : 

a) - on prepare un vecteur comportant 5 

- une sequence oncogene ainsi que les elements assurant son expression dans une cellule eucarycte 
- superieure, 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite proteine ainsi cue les 
elements assurant son expression dans une cellule eucaryote superieure tumorale : 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d un animai et on reimplante ie ou les oeufs io 
obtenus ; 

c) - on selectionne tes descendants ayant integre 1'oncogene et qui developpent des tumeurs ; 

d) - on preleve et on cultive sur un milieu approprie les cellules tumorates ainsi obtenues et qui 
produisent la proteine determinee afin d'obtenir une Iignee celiuiaire. 

Sous un des aspects de I'invention, on peut. avant leur mise en culture, reimplanter les cellules tumorares 15 
plusieurs fois successivement dans d'autres animaux. 

Dans une variante du procede selon I'invention, on peut produire la proteine determinee de la facon suivante 

a) - on prepare un vecteur comportant 

- un bloc d'expression qui comprend au moins la sequence codant pour ladite proteine ainsi que les 20 
elements assu rant son expression dans une cellule eucaryote superieure : 

b) - on introduit ce vecteur dans un ou plusieurs oeufs d un animal et on reimpiante le ou les oeufs 
obtenus ; 

c) - on selectionne les descendants ayant integre la sequence codant pour ladite proteine : 

d) - on fusionne les lymphocytes de ta rate de ces animaux avec des cellules de myelome et on 25 
selectionne des clones d'hybridome produisant la proteine. 

L'invention propose en particulier des moyens pour donner une specificite tissulaire a ("expression de 
1'oncogene, de la proteine determinee, ou des deux. 

II s'agit par exemple d'utiliser des signaux de controle puissants de I'expression dans les cellules 
lymphoVdes pour optimiser la production de proteines etrangeres dans les transhybridomes. 30 

L'induction specifique de tumeurs dans les souris transgeniques peut etre declenchee par differents 
oncogenes et ceux-ci peuvent etre places sous le controle de differents promoteurs pour infiuencer la 
specificite tissulaire de la reponse. 

On appellera "oncogene" dans la presente description le gene ayant la capacite d'induire chez 1 animal une 
proliferation celiuiaire du type de celle qui conduit a la formation de tumeur. 25 

Parmi les oncogenes utilisables, il faut citer plus particulierement les oncogenes d'origine virale quehes que 
soient ieurs origines. Ainsi, il-faut citer les oncogenes tels que c-myc. c-ras. c-fos ou I'antigene T de SV40. 
mats d'autres oncogenes peuvent etre envisages tels que les oncogenes src. erb. myb et one par exemple. 

De facon generate, le vecteur corriportera a iitre d'elements d'expression tant de ('oncogene que de la 
sequence codant pour fa proteine, un promoteur et egalement un activateur de transcription ("enhancer "). jo 

Par exemple, le promoteur et I'activateur de transscription ("enhancer ") de la chaine lourde des Ig peuvent 
etre utilises pour dinger I'expression vers les cellules lymphoi'des ; ('introduction de c-myc ou de I'antigene T 
de SV40 dans la meme construction, induira le developpement de lymphomes invasifs. 

Selon le meme principe, pour induire des tumeurs du foie on utiiisera des promoteurs specifiques des 
cellules hepatiques pour dinger i'expression de 1'oncogene. On utiiisera par exemple le promoteur de 45 
I'a-antitrypsine, du facteur VIII ou du facteur IX ou de 1'albumine. 

Theoriquement, on peut induire une tumeur de n-'imporie quel type de cellule pour autant que I on associe le 
promoteur, le "enhancer" et 1'oncogene appropries. 

Plus particulierement, pour engendrer des tumeurs produisant une proteine etrangere. ce qui constitue 
I'objet de la presente invention, on placera le gene etranger sous le controle dun promoteur efficace dans les 50 
cellules tumorales. 

Ainsi dans le cas des cellules lymphoides on a constate que les elements regulateurs de limmunoglobuline 
etaient particulierement efficaces. 

Plus particulierement, dans le cas des cellules de lymphome incuites par c-myc sous le controie du 
promoteur et du "enhancer" 1 de la chaine lourde des Ig, les genes etrangers peuvent etre places sous le 55 
.controle du promoteur de ia chaine legere des Ig. et egalement sous ('influence du meme element "enhancer" 
de ta chaine lourde. (On peut indifferemment inver ser les 2 promoteurs et placer le gene etranger sous le 
controle du promoteur de la chaine lourde et 1'oncogene sous le promoteur de ta chaine legere). 

Ce type de construction aboutit a une secretion efficace de la proteine etrangere par la cellule tumorale. 
ausst bien in vivo (dans ce cas la proteine se retrouve dans la circulation sanguine de la souris transgeniquej et 60 
in vitro apres mise en culture de lignees celluiaires derivees des tumeurs. 

De la meme maniere, dans le cas des cellules de tumeur du foie. les genes etrangers peuvent etre places 
sous le controle de promoteurs puissants dans les cellules hepatiques. comma !e promoteur de 
I'a-antitrypsine, de t'albumine, eventuellement additionnes de Telement "enhancer" du virus de I'hepatite B 
(Babinet et al. 1985). 65 
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M13TG1930. 

Figure 5 : Construction riu plasmide pTG1990 permettant ('introduction du cADN de I'mAT cans un 
plasmide portant ies elements de controle de transcription et traduction de rimmunoglcbulire 
(abbreviations : voir figure 3 - M = methionine ; A = arginine). 

Figure 7 : Introduction d'un site Smal dans la region 3' non traduite du cADN de feu AT (memes 
abbreviations que dans la figure 3) . 

■ Figure 8 : Construction du pTG19S9 a partir des plasmides pTG1993 et pTG:990. 
Figure 9 : Detail de la structure du pTG1999 a partir du "Start*' de I'exon 2). 

Figure 10 : Introduction du gene du grand antigene T du SV40 sous le controle du promoteur ce !a 
chatne lourde d'lg dans le pTG1999 (memes abbreviations que cans la figure 3). 

Figure 11 : Introduction du gene c-myc sous le controle du promoteur de la chaine lourde Ig dans le 
pTG1999 (memes abbreviations que dans !a figure 3). 

Meihodes 



1) Manipulations de I'ADN 

D'une maniere generate, on utilisera Ies methodes classiques, decrites dans "Molecular cloning, a 
laboratory manual" (1982) R. Maniatis, E.F. Fritsch et J.B. Sambrook, Cold Spring Harbor press. 

a. Construction de nouvelles molecules d'ADN 



a.1. preparation des vecteurs et des fragments 

Les enzymes de restriction sont utilises conformernent aux instructions du fournisseur (New England 
Biolabs et Promega Biotech). 

On incube 1-2 ug d'ADN dans 100 ul avec la quantite d'enzyme necessaire pour donner une digestion 
complete en 2 heures a 37°C. (La digestion est verifiee par analyse electrophoretique en gel d'agarose) 
Pour diminuer le bruit de fond et empecher la religation des vecteurs, ils sont traites a la phosphatase alcaline 
bacterienne ou a la phosphatase intestinale de veau, ce qui elimine les extremites 5' phosphates (on utilise 20 
unites de phosphatase en tampon Tris 0 t 1 M pH 8,0, pendant 2 heures a 37 c C). L'ADN est purifie par extraction 
au phenol-chloroforme puis precipite a I'ethanol et redissous en tampon Tris 10 mM pH7.5 EDTA 1 mM a une 
concentration d'environ 100 ng/ul. 

Les vecteurs a bouts francs sont prepares par digestion a la nuclease Si de Aspergillus oryzae. On incube 5 
ug d'ADN, clive par un enzyme de restriction, avec 10 unites de nuclease Si dans un volume de 100 ul de 
solution de NaCI 0,3 M, CH 3 COONa 0,03 M pH 4,8 et ZnC<2 0,003 M. La reaction est poursuivie a 37" C pendant 
20 minutes puis elle est arretee par addition d'EDTA 10 mM. L'ADN est purifie comme decnt plus haut. 

Les fragments d'ADN a inserer dans les vecteurs sont prepares de la maniere suivante : 5 a 10 ug d'ADN 
sont digeres par les enzymes de restriction appropries et les fragments sont separes par eiectrophorese sur 
gel d'agarose puis le fragment choisi est recupere a partir du gel (selon la methode classique de Smith H.O. 
Methods in Enzymology (1980) 65. 371-380, ED. Grossman et Moldave). 

Les fragments obtenus apres mutagenese dans les vecteurs M13 ne sort pas repurifies avant insertion 
dans le vecteur puisqu'il n'y a pas de bruit de fond du au M13 apres selection en ampiciiline. 

Les oligonucleotides synthettques sont traites a la kinase avant d'etre utilises (on incube pendant 30 
minutes a 3? C C. 200 ng d'oligonucleotide 20 ul de melange reactionnel : Tris 50 mM pH 7.6. MgCl2 10 mM. 
2-mercaptoethanol 10 mM, spermidine 0.1 mM, EDTA 0,1 mM et 10 unites de T4 polynucleotide kinase). 

Les oligonucleotides destines a des mutageneses dirigees sont recuperes a ce stade. par precipitation a 
t'ethanol en presence de 10 ug de t-ARN porteur. 

Les oligonucleotides servant de "linkers" ou d'adaptateurs sont traites de la maniere suivante : 
- quand les 2 brins ne sont pas identiques, ils sont soumis a la kination ensemble ; I'appariement des 2 brins 
(ainsi que Tappariement des brins complementaires) se fait par chauffage a 65 3 C pendant 10 minutes suivi 
d'un refroidissement lent a 30° C puis a 4°C pendant au mcins 4 heures. 

■ a.2. Mutagenese dirigee de fragments d'ADN 

Les fragments d'ADN a muter sent inseres dans un des derives simple brin du phage M13 et sont appanes 
avec des oligonucleotides de synthese portant la sequence voulue. 

a.3. Ligation des fragments d'ADN 

Les melanges de ligation comprennent generalement 100 ng d'ADN du vecteur et 50 a 200 ng d'ADN du 
fragment a inserer ou 100 a 200 p. moles d'oligonucleotide, cans 20 ul de tampon Tris 10 mM pH 7.5. MgCl2 
6mM, 2-mercaptoethanol 6 mM et ATP 2 mM. L'incubation se fai: a 14- C pendant 16 heures ou a temperature 
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Pour maintenir I'oeuf en place iors de I'injection ce!ui-ci est aspire par une grosse aiguille aux bouts 3r'ondis 
; l*ADN est injecte avec une aiguille tres fine qu'on pique cans un des noyaux ; on poursuit i'injecnon jusqu'a 
ce qu'on voie la membrane de ce noyau (nucleoplasms) se dilater. 

Les aiguilles sont actionnees a I'aide de micromanipulateurs instalies de part et d'autre du microscope. 
Certains oeufs trop injectes eclatent. On les elimine et on ne garde que ies oeufs correctement injectes pour la 5 
reimplantation. 

d) Preparation des souris blanches "Swiss" 

La veille de la manipulation, une quinzaine de souris "Swiss" sont mises avec des males vasectomies, cone :o 
incapables de feconder les ovules de la femeile. Apres une nuit avec le male il s'agit de reperer queues 
femelles se sont accoupiees avec les males. Pour ce faire il suffit de reperer a I'ouverture de I'uterus de la 
souris un bouchon translucide forme par le liquide spermatique du male. Chaque femeile ayant ce oouchon est 
done consideree comme apte a commencer une gestation. 

Sur une quinzaine de souris femelles, it y en a environ 1 a 5 qui seront selectionnees pour la reimplantation. ?f 

e) Reimplantation des oeufs dans les souris porteuses 

Apres I'anesthesie d'une souris "Swiss" on fait une entaille dans la peau de celle-ci. au niveau ou se trouve 
Tovaire. Ceiui-ci une fois repere est retire hors du corps de la souris. On y repere la poche contenant les oeufs. 20 
on y fait une ouverture pour permettre Introduction de la pipette capillaire dans laquelie on a aspire les oeufs. 
On souffle le contenu de la pipette dans la poche et ainsi les oeufs fecondes et injectes sont prets a panir pour 
le cycle de la gestation. 

On remet ensuite I'ovaire en place et on referme ies entailles faites sur la souris. 

25 

3) Production d'hybridomes 

La fusion des cellules de rate et des cellules de myelome pour produire des hybridomes se fait selon la 
technique decrite par Kohler, G et Milstein, 1974 ; Nature 256, 495. 

30 

4) Mesure de t'ai-antitrypsine dans le plasma des souris par test ELISA 

On utilise un test ELISA "en sandwich", tres sensible (capable de detecteur 0.1 ng d'cu-AT) mis au point par 
Michalski et al. 1985, J. Immunol. Meth. 83, 101-112. 

En resume, un anticorps anti-aAT de chevre est adsorbe sur les cupules des plaques d'immunodeteciion 35 
(Nunc-immunoplate). 

Des dilutions en serie d'une solution standard d'ct-AT et des piasmas a analyser sont realisees et mises en 
contact avec les cupules, pendant 1 heure a 37° C. Apres rincage, Ta-AT fixee est revelee par un deuxieme 
anticorps, de lapin. Celui-ci va fixer un anticorps anti-lapin, marque a la bioiine. qui va fixer un complexe 
peroxydase-streptavidine (Amersham). Le complexe fixe sera revele avec une solution de 0.1 °/o 40 
O-phenylenediamine (Sigma)-1 % methanol-0.1 % peroxyde d'hydrogene-r^O. La reaction est arretee apres 
20 minutes par addition d'acide sulphurique 3 M. La reaction coloree est mesuree au spectrophotometre 
Titertek-uniscan. 

Les valeurs mesurees sont portees sur un graphique a double echelle loganthmique et la courbe etablie 
avec la solution standard d'a-AT permet de calculer les concentrations de chaque echantillon. 45 

Exemple 1 .• 



Expression d'une proteine etrangere dans des souris transgeniques. en utilisant des elements regulateurs de 50 
transcription et de traduction des immunoglobulines. 



A. Construction d'un vecteur d'expression pour l'g-;-antitrypsine humaine (variant Arg 358 ) : pTG1999 

55 

Le gene de Ta-antitrypsine humaine a ete choisi comme premier modele. La construction de depart est un 
plasmide qui porte la sequence codante du variant Arg 358 de i'a-AT. pTG195l (Ce plasmide ne se distingue du 
pTG152 (decrit dans le brevet francais 86.09608) que par un site de restriction ; tout autre plasmide pcrtant fe 
meme bioc d'expression pourrait etre utilise). 

La sequence codante de I'a-AT va etre placee sous le controle des elements regulateurs de 60 
t'immunogiobuline de souris provenant du gene rearrange de la chaine iegere K. MPCII, decrit par Kelley ei al. 
(1982) (voir figure 1). 

La proteine de ia chatne Iegere est codee par 3 exons : I'exon 1 code pour la plus grande partie de la 
sequence signal (responsabte de I'excretion de la proteine hors des cellules). I'exon 2 code pour les 4 derniers 
acides amines de la sequence signal et pour ia region variable et I'exon 3 cede pour la region constante. Le 65 
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8. Microinjection du pTG1S99 dans les oeufs de souris 

On salt que la presence de sequences du vecteur (pBR322, pUC8, pUC18) peut avoir un erfet nhibtieur sur 
lexpression d'un transgene - dans ranimal. Pour debarrasser la construction Ig-aAT cu pTGi99S ces 
sequences du vecteur, on digere le plasmide par Sail et Xmnl (figure 8). Le fragment recherche, de 4.0 kb. es: 
separe des 2 autres fragments (de 0,8 et 1,8 kb) par centrifugation en gradient de sucrose. Le pool des 
fractions contenant le 4,0 kb est ensuite precipite a I'ethanol, redissous dans 200 ul de tampon TE. extrai: au 
phenol-chloroforme, reprecipite a rethanol et redissous dans 10 iii de tampon TE. La solution d'ADN finale est 
analysee par electrophorese sur gel d'agarose pour verifier I'absence de Traces de fragments ce vecteur 
contaminant. 

Cette preparation d'ADN a 40 ng/m! est injectee dans les oeufs fertilises de souris. On injecte environ SCO 
copies par oeuf. Au total, on a injecte 1014 oeufs qui ont ete reimplantes dans 72 souris femelies. On a ob:enu 
158 souriceaux. 

On analyse I'ADN de chacun des souriceaux, sur une preparation d'ADN extrait a partir des queues ces 
souriceaux, par hybridation avec une sonde radioactive derivee du pTG1990 par "nick translation". Un seui 
sourtceau donne un signal positif indiquant la presence du gene, ii a ete numerote S.TG 1999/1. 

Une deuxieme experience a ete realisee dans les memes conditions ; on a injecte 706 oeufs ; ils on: ete 
reimplantes dans 32 souris femelies ; on a obtenu 87 souriceaux vivants. Parmi ceux-ci, 7 ont integre le 
transgene : S.TG 1999/2 a 8. 

La souris S.TG 1999/1 est une femelle. Elle a ete accouplee avec un male et on a etudie sa descendance 
pour verifier si le transgene etait stable d'une generation a I'autre. Parmi 19 souricaux obtenus en 3 portees. 5 
portaient le transgene. II est done plus probable que la souris STG1999/1 etait une "mosaique" plutdt qu une 
souris homogene dont chaque cellule avait integre le gene. 

C. Mesure de I'g-antitrypsine dans le sang de la souris transgenique S.TG1999/1 

La quantite d'ot-antitrypsine presence dans le plasma de la souris transgenique a ete determinee par un test 
Eiisa (decrit dans le paragraphe Methodes). 
Les resultats sont presentes dans ie tableau I. 

On detecte une quantite significative d'a-AT : de 2 a 8 iig/ml. Le modele de mise du gene etranger sous la 
dependance des elements de controle de transcription et traduction des immunoglobulines est done bien 
fonctionnel dans la souris. 

D. Production d'ai-antitrypsine par des hybridomes derives de la souris S.TG1 999/1 

La souris S.TG1 999/1 a ete stimulee avec de I'adjuvant de Freund et sacrifiee une semaine plus tard. A ce 
moment on detectait 15 ug/ml d'a-AT dans le sang. 

Les lymphocyies de la rate ont ete prepares et fusionnes avec les cellules de myelome P3.X63Ag8.653. 
48 clones ont ete obtenus et les surnageants des cultures anaiysees par Elisa. 

Les 2 clones meilleurs producteurs, A2 et A5, produisent 3 ng/ml. 
Apres sous-clonage on a obtenu une production de 10-15 ng/ml apres 5 jours de culture. 

Exemple 2 

Induction de tumeurs dans des souris transgeniques avec des vecteurs comportant ie grand antigene T de 
SV40 et le bloc d'expression de I'cti-antitrypsine- humaine. 



A. Construction du vecteur 

On recupere les elements du SV40, la totalite du gene cu grand antigene T et le signal de poiyadenylation. a 
partir d'un plasmide qui a ete construit pour exprimer la glycoproteine de la rage, pTG173 (brevet francais 
83.15716) mais tout autre plasmide portant les memes sequences pourrait etre utilise. 

Le plasmide pTG173 (figure 10) comprend. entre les nucleotides 2533 et 345. la totalite du grand antigene T 
de SV40 avec son signal de poiyadenylation. II peut etre recupere sous forme d'un fragment Stul-BamHI de 
2,65 kb mais la coupure par Stul delete la region promoteur precoce jusqu'a I'ATG initiateur. 

Pour introduire un promoteur d'immunoglobuline en amont du gene T de SV40. on a digere le plasmide 
pTG173 avec Stul, qui coupe le plasmide une deuxieme fois dans le gene de !a proteine rabique (figure 10). 

Pour recuperer le promoteur de la chaine lourde de I'immunoglobuline de souris, on utilise un plasmide 
pCLSvp, derive de pUC18 qui contient 2 polylinkers et un insert de 400 pb derive de Thybridcme NP-1SS-2 
decrit par Bothwell et ah (1981). 

Un fragment Smal-Smal est choisi pour etre introduit dans le grand fragment Stul-Stul du pTGl73 (figure 
10). par ligation d'extremites a bouts francs. Les transformants obtenus sont analyses pour determiner 
I'orientation de ('insert Ig et un candidat est retenu : pTG29l4. 
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Tableau I 


Determindtior. du taux d'^.-.VT dar.s le plas-= Ses dcjns 
transgeniques portant le z ragmen - 3a I I du ?7G2917. 


Sour is 


Age au mo- 
ment, de la 
mort 


p.g/ml d ' a -AT dans 
le plasma 

11.02.1937 2eme 
prise 


cause de La j 
.-or t 


reia rrrue s 


S.TG2917/1 


13 


0, 32 


defaillar.ee car- 
diaque pendan- 
prise de sang 


descer.da.-.cc 


S.TG2917/2 


13 


0,92 2,4 

13.3.37 


sacrieiee - 
r.onb reuses tu- 
meurs iy-phoides 




S.TG2917/3 


11 


0,8 


occlusion ir. tes- 
tinale causae 
par tumeurs ces 
ganglions »isen- 
tlriques 




S .TG2917/4 


13 


1 2 

25. 3.37 


sacrieiee - 
nenbreus e s 
meurs 


■da s ce r.dancr 


S.TG2917/5 


" 13 


0 r 72 


sacrifiee - 
nombr eases t.u- 
•meurs 




S.TG2917/6 


vivante 


0 




faux ;rir\s- 
ger. iq-je ( d i 
rr.o r. t. r e cluf 
tard 


3.TG2917/7 


14 


0,8 3,2 

13.3.37 


sacrieiee - 

me u r s 1 ymp ho ides 


:e:e arrcr.- 
die ; riiff: 
cult £3 rr.o- 
trices ; 
descer.dar.c-; 


S.TG2917/8 


10 


2, 43 


sacrifiee - 
nonVo reuses tu - 
rr.eurs lyr.pholdes 




S -TG2917/9 


14 


0,6 3,3 

13.3.37 


sacrifiee - 

n o mb reuses t.u - 

meurs lymphoides 


t. e t e a r r o r. - 
die ; di.fr 
cu lt.es rr.o - 
-rices ; 
descencanc ■ 
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C. Pathologie des souris transgeniques et formation des tumeurs 

Presque toutes tes souris transgeniques de cette serie sont plus petites que les souris normaies de la 
meme portee. 5 

Les souris qui developpent des tumeurs presenteni en meme temps un gcnflemen: des ganglions 
lymphoYdes axiaux et brachiaux. Ces souris ont ausst des problemes moteurs et finissent par ne plus bcucer. 
.tout en presentant des palpitations constantes. 

10 



35 



40 



J5 



50 



55 



60 



13 



0 298 807 



Ls moment du developpement de la tumeur et de la mort de Tanirnal varie d'une souns a I'autre. A lexamen 
post-mortem, eiles presentent toutes une hypertrophie des ganglions lymphoTces. du thymus et de ia rate, et 
parfois d'importantes tumeurs derivees des ganglions mesenteriques ou brachiaux. 

L'examen histologique de ces tumeurs montre une importante infiltration par des cellules d'on'gine 
lympho'ide, B ou T. 

3 souris (S.TG2926/1, 7 et 11) sont encore vivantes 18 semaines apres leur naissance et ne semblent pas 
affectees par la presence du transgene. 

D. Propagation des cellules tumorales in vivo 

Les celluies sont recuperees a partir des tumeurs des ganglions brachiaux ou du thymus, comme decrit 
dans Texemple precedent, et injectees par voie sous-cutanee ou intraperitoneal, a une cose de 10 5 -10 7 
cellules par souris (C57xSJL). 

Toutes les souris injectees tombent malades-dans les 2 semaines qui suivent I'injection. avec des 
symptomes semblables a ceux des souris transgeniques de premiere generation. 
On mesure un taux d'a-AT de 1 a 2 ug/ml dans le plasma. 

Les cellules tumorales peuvent etre recuperees et reinjectees sur de nouveltes souris : celles-ci 
developpent les memes tumeurs et produisent de 1 a 2 u,g/ml d'a-AT dans Is plasma. 

L'examen histologique des souris reinjectees montre que les tumeurs ont la meme morphologie et la meme 
localisation que dans les premieres souris transgeniques. On constate que les tumeurs mduites par le 
pTG2926 ont un caractere tres agressif et invasif. 

On a tente d'obtenir des tumeurs d'ascites d'Ehrlich, par injection intraperitoneale des cellules tumorales 
dans des souris prealablement traitees au pristan. Les souris n'ont pas developpe de tumeurs d ascites mais 
ont presente une hypertrophie des ganglions lymphatiques, surtout mesenteriques. et la formation de 
tumeurs. Cette experience montre done ta necessite, pour ia multiplication de ces cellules transformees. d un 
environnement physiologique typique de tissu lymphoide. 

E. Propagation des cellules tumorales in vitro 

Les cellules tumorales ont ete mises en culture, comme dans I'exemple 2. 
Le surnageant des cultures a ete mesure en test Elisa ; on obtient de 50 a 600 ng d'ct-AT/ml. 
II est done possible d'obtenir des lignees cellulaires permanentes qui expriment et secretent I'a-AT. 
Les conditions de culture et de production peuvent encore etre optimisees. 

F. Etude de la descendance des souris transgeniques S.TG2926 

Quetques souris ont donne une descendance (voir tableau 11) : la souris S.TG2S26/6 a donne 15 souriceaux 
dont 8 portaient le transgene ; la S.TG2926/11 a donne 13 souriceaux dont 6 portaient le transgene. 
La descendance des souris S.TG2926/1 et 7 ne portait pas le transgene. 

Depot de souches representatives de I'invention 

Les souches suivantes ont ete deposees a la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (25 Rue 
du Dr. Roux. Paris), le 15 juin 1987 : 
5K/pTGl999 sous le n G I668 
5K/pTG2917 sous le n° I669 
5K/pTG2926 sous le n° I670. 
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('oncogene et de la proteine dans tes cellules hepatiques, les elements assurant ( expression son: ces 
elements regulateurs de la synthese d'une proteine hepatique ou d'un virus hepatique. 

16) Procede selon ia revendication 15, caracterise en ce cue le promoteur est cncisi parmi las 
promoteurs de Talpha-antitrypsine, de I'albumine et I'activateur de transcription es: celui du virus ~e 
i'hepatite B. 

17) Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce que I'animal est choisi parrni .es 
"mam mite res, les oiseaux, les reptiles et les poissons. 

18) Procede selon Tune des revendications 1 a 17, caracterise en ce que la proteine determines est une 
proteine d'interet therapeutique choisie parmi les proteines humaines ou animates et les ar,*icenes v:raux 
ou d'autre origine. 

19) Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que la proteine determinee es: une pro:e;ne 
humaine d'origine hepatique et en ce que la lignee cellulaire obtenue est une lignee de turreur nepa* icue. 

20) Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que la proteine determinee est cr.cisie carmi ; 
. Talpha-antitrypsine, 

. lesfacteurs de coagulation du sang, 

. leurs variants ou analogues ayant ou non sensibtement la meme activite therapeutique. 

21} Procede seion ia revendication 20, caracterise en ce que la proteine determinee est cnoisie parrri !e 
facteur VIII et le facteur IX. 

22) Animal transgenique obtenu par la mise en oeuvre du procede selon I'une des revendications a 
21. 

23) Animal selon la revendication 22, caracterise en ce qu'il s'agit d'une souris. 

24) Cellule d'un animal transgenique selon Tune des revendications 22 ou 23. caracterisee en ce qu elle 
exprime I'oncogene et la proteine determinee. 

25) Cellule selon la revendication 24, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule iympho'ide ou d une 
pellule hepatique. 

26) Tumeurs resultant de ia transformation des cellules selon I'une des revendications 24 cu 25. 

27) Lignees cellulaires pouvant etre obtenues par le procede selon I'une des revendications 1 a 21. ou 
derivant des tumeurs selon ia revendication 26. 

28) Procede de preparation d'une proteine determinee a partir de cellules eucaryotes superieures. 
caracterise en ce qu'on utilise les lignees cellulaires seton la revendication 27 et on recupere la proteine 
obtenue. 

29) Proteine obtenue par le procede selon la revendication 28. 

30) Proteine obtenue par ie procede selon ia revendication 28, caracterisee en ce qu'il s'agit de 
Talpha-antitrypsine ou d'un de ses variants. 

31) Proteine obtenue par le procede selon la revendication 28, caracterisee en ce qu'il s'agit du facteur 
VIII ou du facteur IX de la coagulation sanguine ou d'une proteine ayant la meme activite biolcgique. 
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Introduction d'un site Sma 
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